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A large quantity of Expressed sequence tags (ESTs) are available from various 
cDNA libraries of oil palm. The information from oil palm EST databases has been 
utilized to identify several interesting transcripts that are upregulated in cell 
suspension culture for molecular characterization and functional analysis. The first 
part of this study was to carry out the molecular characterization of selected ESTs of 
oil palm cell suspension culture which were Eg583 (Accession number: EU795363), 
Eg707 (Accession number: FJ196136) and EgHAD (Accession number: FJ196137).  
 
The Eg583 sequence is highly similar to an unknown protein from rice. This 
predicted protein might be a transcription factor due to the presence of SIN3 domain 
and motifs of casein kinase II phosphorylation. The expression of this gene was not 
detectable in all tested tissues. This gene might be a member of a multigene family in 
the oil palm genome. The Eg707 sequence is highly similar to an unknown protein 
from Arabidopsis and might be a putative nuclear protein. Its amino acid sequence 
contains a Ald-Xan-dh-C2 domain that may be involved in ABA biosynthesis. Eg707 
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might be present as a single copy gene in the oil palm genome and its transcripts 
were highly expressed in tissue cultured materials compared to vegetative tissues. 
Eg707 might have a role during oil palm somatic embryogenesis or at very early 
stage of embryo development. The EgHAD sequence is similar to a putative haloacid 
dehalogenase (HAD) superfamily hydrolase from monocots and phosphate hydrolase 
from dicots. However, the phylogenetic relationship of EgHAD is closer to monocots 
than dicots. EgHAD might be a member of a multigene family gene in the oil palm 
genome. It was highly expressed in leaves and meristem but lower expression was 
found in roots, female flowers, non-embryogenic and embryogenic calli in 
comparison to the oil palm cell suspension culture.  
 
Functional analysis was carried out in rice by over-expressing Eg707 and EgHAD, 
driven by a constitutive double Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter. The 
constructs were made using the gateway technology with clonase (Invitrogen, USA). 
Transgenic plants over-expressing Eg707 protein had small sized, rolled and erect 
leaves, less tillers, empty seeds and higher total chlorophyll content. The phonotypes 
of these and the presence of Xan-dh-C2 domain in Eg707 protein, strongly suggest 
its involvement in ABA biosynthesis, particularly during somatic embryogenesis. 
Functional analysis of Eg707 through RNAi-mediated gene silencing was 
unsuccessful since the T1 seeds failed to germinate. Over-expression of EgHAD gene 
in rice produced more lateral roots and tillers than the wild type plants. However, it 
also reduced plant size, produced empty seeds and many tiny seeds which were not 
found in wild type plants. The suppression of the EgHAD orthologues in rice did not 
show any changes in the phenotype. EgHAD might be a metabolic protein involved 
in phosphate starvation mechanism and its expression might be necessary for seed 
germination. 
 v 
Abstrak tesis yang dikemukakan kepada Senat Universiti Putra Malaysia sebagai 
memenuhi keperluan untuk ijazah Doktor Falsafah 
 
 
PENCIRIAN MOLEKULAR DAN ANALISIS BERFUNGSI TAG JUJUKAN 
TEREKSPRES TERPILIH DARIPADA KULTUR AMPAIAN SEL                  
KELAPA SAWIT 
 
Oleh 
 
LE VINH THUC 
November 2009 
 
 
Pengerusi:  Parameswari A/P Namasivayam, PhD 
 
Fakulti:  Bioteknologi and Sains Biomolekular 
 
Sebilangan besar tag jujukan terekspres (ESTs) boleh didapati daripada pelbagai 
perpustakaan cDNA bagi kelapa sawit. Maklumat daripada pangkalan data EST 
kelapa sawit telah digunakan untuk mengenalpasti beberapa transkrip menarik yang 
telah ditingkat-kawalaturkan di dalam kultur ampaian sel untuk pencirian molekul 
dan analisis fungsian. Bahagian pertama kajian ini adalah untuk menjalankan 
pencirian molekul pada EST yang terpilih daripada ampaian kultur kelapa sawit iaitu 
Eg583 (Nombor kemasukan: EU795363), Eg707 (Nombor kemasukan: FJ196136) 
dan EgHAD (Nombor kemasukan: FJ196137).  
 
Jujukan untuk klon Eg583 adalah amat seiras dengan protein yang belum 
dikenalpasti daripada padi. Protein yang diramalkan ini berkemungkinan merupakan 
faktor transkripsi disebabkan kewujudan domain SIN3 dan motif untuk 
pemfosforilan kasein kinase II. Ekspresi ungkapan gen ini tidak dapat dikesan dalam 
semua tisu yang diuji. Gen ini berkemungkinan merupakan ahli kepada keluarga gen 
berbilang di dalam genom kelapa sawit. Jujukan Eg707 adalah sangat seiras dengan 
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protein yang belum dikenalpasti daripada Arabidopsis dan ia berkemungkinan 
merupakan putatif protein pada nukleus. Jujukan asid amino ini mengandungi 
domain Ald-Xan-dh-C2 yang mungkin terlibat dalam biosintesis ABA. Eg707 
berkemungkinan hadir sebagai salinan tunggal di dalam genom kelapa sawit dan 
transkripnya diekspres dengan tinggi dalam tisu yang dikulturkan berbanding dengan 
tisu vegetatif. Eg707 berkemungkinan memainkan peranan semasa somatik 
embriogenesis atau pada tahap awal perkembangan embrio. Jujukan klon EgHAD 
adalah seiras dengan putatif haloasid dehalogenase (HAD) superfamili hidrolase 
daripada monokot atau hidrolase fosfat daripada dikot. Walau bagaimanapun, 
hubungan filogenetik EgHAD adalah lebih dekat dengan tumbuhan monokot 
daripada dikot. EgHAD berkemungkinan merupakan ahli keluarga gen berbilang di 
dalam genom kelapa sawit. Ia diekspres dengan tinggi dalam daun dan meristem 
tetapi pengekspresannya adalah rendah di dalam akar, bunga betina, kalus 
embriogenik dan tidak embriogenik berbanding dangan kultur ampaian sel kelapa 
sawit.  
 
Analisis berfungsi telah dijalankan di dalam padi melalui pengekspresan terlampau 
Eg707 dan EgHAD, dibawa oleh gandaan konstitutif pendorong Cauliflower Mosaic 
Virus 35S. Konstruk telah dibuat melalui teknologi gateway dengan klonase 
(Invitrogen, USA). Tumbuhan transgenik yang mengekspreskan protein Eg707 
secara terkebuh mempunyai daun yang kecil, bergulung dan tegang, kurang tangkai 
dan berbiji benih kosong dan mengandungi kandungan klorofil keseluruhan yang 
tinggi. Fenotip ini dan kehadiran domain Xan-dh-C2 di protein Eg707 ini 
mencadangkan dengan kukuh penglibatannya dalam biosintesis ABA, terutamanya 
semasa somatik embriogenesis. Analisis berfungsi Eg707 melalui kaedah gen 
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penyenyap berperantara-RNAi tidak berjaya kerana biji benih generasi T1 gagal 
bercambah. Pengekspresan terlampau gen EgHAD dalam padi menghasilkan banyak 
akar lateral dan lebih tiler daripada padi jenis liar. Walau bagaimanapun, ia juga 
mengecilkan saiz tumbuhan, menghasilkan biji kosong dan banyak biji kecil yang 
tidak terdapat dalam pokok padi jenis liar. Penindasan ortolog EgHAD dalam padi 
tidak menunjukkan sebarang perubahan fenotip. EgHAD berkemungkinan 
merupakan protein metabolik yang terlibat dalam mekanisme kebuluran fosfat dan 
ekspresinya ini adalah penting untuk percambahan biji benih.      
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